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Alerting Abstract NL A 

The gels are prepd. by mixing CaC12 and sec. sodium phosphate in 0.01-0.50M concn., 
rapidly, in equimolar proportions at ambient temp. The mixing must be completed within 
3 mins., pref. 30 sec, and is facilitated by efficient stirring. The pH is immediately (30- 



90 sec.) adjusted to 6.8-7.2, and the gel washed free from phosphate ions by decantation 
with 0.4-0.9% NaCl. It is then sterilised and the pH readjusted. Antigens may be 
adsorbed onto the prepd. gel, or added during the pptn. The gel approximates to 
Ca3(P04)2.CaHP04. 
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La presente invention concerne un procede perfectionne pour 
la preparation de vaccins adsorbes, notamment sur du gel de phos- 
phate de calcium- Elle comprend les vaccins adsorbes par un nou- 
veau gel de ce type. 
5 On connait les avantages des vaccins adsorbes. La forme con- 

cent r§e, sous laquelle ils peuvent se trouver, presente l'avantage 
de n'exiger qu'un espace. reduit pour leur stockage, alors qu'il 
est possible tout moment- de preparer, S partir de cette forme, 
de grandes quantites de vaccins en tres peu de temps ; cela est 

10 particulierement precieux dans le cas des §pid§mies ou autres ne- 
cessites immediates ; les preparations adsorbees, restant stables 
pendant plusieurs annees, perraettent de reduire considerablement 
les contrSles des produits de leur dilution, les titrages neces- 
saires ayant ete effeetues §. partir des produits concentres. Pour 

15 ces raisons, les vaccins adsorbes ont fait I'objet de diffe rents 
travaux qui n'ont pas tous abouti at des resultats satisfaisants ; 
en effet, la plupart des adsorbants essayes presentent 1'inconve- 
nient d'etre irritants, de raal adsorber les antigenes ou d'etre 
difficilement adapt ables 5. l'echelle industrielle. Un certain pro- 

20 gres a §te realise par 1'emploi d'un gel de phosphate de calcium 
prepare par la methode connue de Tiselius, c'est-a-dire un gel 
formg de brushite, dont le phosphate est sous la forme de : 
P0jjHCa.2H2°* Cependant, m§me sous cette forme, le gel n'adsorbe pas 
suffisarament d'antig§ne, dans tous les cas int€ressants, et son 

25 innocuiti laisse quelquefois §. desirer. Un autre perfectionneraent 
a encore araelior§ les vaccins adsorbes sur gel de phosphate de cal- 
cium, c'est celui qui fait I'objet du brevet beige n° 721 141, et 
qui consiste i precipiter le phosphate au sein d'un milieu conte- 
nant l'antigene. 

30 La pr§sente invention apporte un perfectionnement dans la 

preparation d'un gel de phosphate de calcium, qui se traduit par 
une amelioration considerable par rapport aux vaccins adsorbes, 
prepares jusqu'& present. Elle permet d'obtenir des gels fortement 
adsorbants, pouvant conduire IL des vaccins tres concentres et sta- 

35 bles, dont l'injection ne donne lieu a aucune irritation ni compli- 
cation, De plus, le nouveau gel de phosphate de calcium, suivant 
1' invention, peut §tre utilise pour 1' adsorption apr£s sa prepara- 
tion, et n'exige plus d'etre forme au sein d'un milieu renfermant 
l'antigdne,. pour conserver ses bonnes qualites. 
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Le procede pour la preparation d'un gel de phosphate de cal- 
cium, suivant l 1 invention, par melange d'une solution de phosphate 
disodique et d'une solution de chlorure de calcium, aqueuses, est 
caracterise en ce que la solution de chlorure de calcium est intro- 
5 duite tres rapidement dans celle de phosphate disodique, continuel- 
lement agitee. Cette introduction doit etre effectuie aussi vite 
que possible, en tous cas, en moins de 3 minutes, 

L 1 invention resulte de la constatation surprenante que l'ad- 
jonction tres rapide de sel de calcium conduit a un phosphate de 

10 calcium different de la brushite et des phosphates dibasiques qui 
se forment, lorsqu'une solution aqueuse de chlorure de calcium est 
ajout^e progressivement, sous agitation, & une solution de phos- 
phate disodique. En effet, le phosphate, const it uant le gel suivant 
l 1 invention, presente une composition tjhimique plus voisine du 

15 phosphate tricalcique (PO^Ca-j, tandis que les phosphates, utili- 
ses jusqu^ present pour I 1 adsorption de vaccins, presentaient la 
composition de la brushite PO^HCa ou voisine. Lorsque le melange 
est effect ue avec la grande rapidite prevue par l'invention, une 
partie des ions phosphoriques restent en solution 3 le precipite 

20 etant plus riche en calcium que ne le voudrait la theorie, meme si 
les proportions de phosphate disodique et de chlorure de calcium 
de depart sont equimole'cul aires. 

La molarity des solutions mises en oeuvre, suivant l'inven- 
tion, peut etre avantageusement comprise entre 0,01 et 0,5, les 

2 5 valeurs prefere.es etant de 0,05 2. 0,1. Dans ces limites, la solu- 
tion aqueuse de chlorure de calcium peut avoir une concentration 
difflrente de celle du phosphate disodique, mais sa quantite est 
telle qu'on ait, dans le melange final, sehsiblement 1 mole de 
l'un pour 1 mole de l 1 autre des reactifs. 

30 Bien que la duree d'adjonction du sel de calcium au phosphate 

disodique puisse atteindre environ 3 minu'tes, il est preferable ■ 
qu'elle ne depasse pas 1 minute, D f excellent s resultats sont obte- 
nus lorsqu'on opdre avec des volumes tels qu f il soit possible de 
verser instantanement la solution aqueuse de CaCl 2 dans celle de 

35 phosphate disodique. Ainsi, avec des volumes de I'ordre de 50 a, 
il est possible de realiser le melange en l'espace de 2 & 30 se- 
condes . 

Un mode oplratoire pratique consiste & mettre la solution de 
phosphate disodique dans un recipient ou bassine, muni d'un moyen 
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d f agitation, et §. vider rapidement, dans ce recipient, le contenu 
d f un reservoir renferraant le volume correspondant de chlorure de 
calcium ; pendant cette operation, les moyens d f agitation sont en 
fonctionnement, et l f on continue a agiter lorsque l 1 introduction 
5 de CaCl 2 est terrainee. Des resultats particulierement favorables 
sont obtenus par l f application d'un vibreur, mais l T agitation peut 
etre ggalement effectuee avec d'autres dispositifs, tels qu'un agi- 
tateur aL palettes ou un turbo -me langeur. 

Une autre caractgristique importante. du nouveau precede re- 
side dans un ajustement du pH du melange obtenu, aussi rapidement 
que possible apres l r addition du chlorure de calcium. A ce moment, 
le pH est amene a une valeur 6gale ou tres voisine de 7, plus par- 
ticulierement 6 3 8 a 7>2, la marge de .7 a 7>2 etant preferable. Cet 
ajustement se fait & 1'aide d f une solution de soude, dont la con- 
centration pr6fer§e se situe entre 0,1 N et 1 N. 

Corarae precise" plus haut, le reglage du pH doit suivre d 1 aussi 
pres que possible 1* introduction du CaCl 2 dans la solution aqueuse 
de phosphate disodique ; pratiquement, il convient que' ce rSglage 
ait lieu dans moins de 10 minutes apres la preparation du melange. 
Pour avoir des meilleurs resultats, il est preferable que l 1 ajus- 
tement du pH soit iramediat, c'est-£L~direw qu'il ait lieu pendant 
les 30 90 secondes qui suivent la preparation du melange. 

Les operations, decrites plus haut,i sont effectuees & des 
temperatures pcuvant varier entre 5° et 4o°C ; pratiquement, elles 
peuvent Stre realisies & la temperature ambiante. 

Par la suite, on laisse reposer le melange jusqu f & ce que le 
volume surnageant, clair, atteigne 80 & 9035 du volume total. Ce 
repos peut avoir lieu & la temperature ordinaire ou en glaci&re 
et il dure, en general, S & 18 heures, Le liquide surnageant est 
alors decante. 

L'examen du gel obtenu et du liquide separS montre que la 
totalite du calcium initial se retrouve dans le phosphate precipi- 
te, alors qu'une partie des ions PO^ restent en solution dans le 
liquide clair accompagnant le gel. Cette derniSre caracteristique 
constitue un indice d'une precipitation conforme & la presente 
invention, conduisant au nouveau gel de phosphate voisin du phos- 
phate tricalcique, qui presente les proprietis am§liorees, expo- 
sees plus haut. 

Le gel, apr§s la decantation du liquide clair, est additionne 
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d'une solution de chlorure de sodium dans l'eau & Q,4# 3. 0,9/5, le 
volume de cette solution etant du m§me ordre ou egal a eelui du 
liquide decante. Le tout est melangS §. l'aide d'un vibreur et 
laisse decanter 3. nouveau. La nouvelle co.uche du liquide surna- 
5 geant, clair, est a son tour enlevee et remplacee encore par une 
solution semblable de chlorure de sodium. Cette operation est 
eventuellement repgtee une troisiSme fois, pour parachever le 
lavage du gel. 

La purification du gel de phosphate de calcium presente une 
10 grande importance.- On s'est en effet apergu que les ions phospho- 
riques, subsistant dans la solution, ggrient l 1 adsorption de cer- 
tains antigenes. Suivant la presente invention, l f adsorption est 
amelioree par l r elimination de ces ions, Cette elimination est 
avantageusement realisee par le lavage susindique du gel, avec 
15 une solution saline j de preference, le lavage est-effeetue par 
dilution avec une solution aqueuse de NaCl, suivie d'xine decanta- 
tion ; l 1 operation est repetee plusieurs fois s'il y a lieu, II 
est particulierement recommandable d r utiliser une solution de NaCl 
contenant 4 & 9 g de ce sel par litre j en effet, la dilution fi- 
20 nale du vaccin avec une telle solution est favorable 3. I 1 action 
du vaccin. 

Le gel final, ainsi lav§, contient generalement une quantity 
de phosphate, telle que sa teneur en phosphore par litre est de 
0,3 a 1,5 g et de preference 0,7" & Q,85 g. L'analyse chi unique 

25 globale conduit, pour le phosphate du gel, §. une composition com- 
prise entre celles des phosphates dicalcique et tricaleique ; on 
trouve, en effet, des rapports, molaires Ca/PO^ variant entre 1,20 
et 1,45, et surtout entre 1*25 et 1,38, ce qui correspond H des 
rapports ponderaux Ca/P de. 1,55 & 1>90, et principalement 1,62 & 

30 1,85 ; le rapport Ca/P en poids de la brushite, PO^CaH^^O Stant 
1,29 et celui du (PO^Ca^ 1,.98, on v.oit que la composition glo- 
bale du phosphate du gel suivant 1* invention se situe au voisinage 
de PO^CaHCPO^Ca-j dont le Ca/P est de 1,J2 (rapport molaire 
Ca/P0 4 * 1,33). 

35. Le gel obtenu est sterilise en autoclave & 120°C. pendant 

1 heure, apres quoi on rajuste. le pH & 6,8-7,2, et. de preference 
dans la marge de 7 i 7,2, pour corriger la baisse du pH vers envi- 
ron 6,5i qui se produit au cours de la sterilisation. II est alors 
pr§t i servir d T adsorbant de divers antigenes, sL la manidre con- 
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nue en soi. II est bien entendu que le terme antigine, dans la pre- 
sente description, comprend toutes sortes de substances de secre- 
tion microbienne, par exemple les anatoxines, ainsi que des micro- 
organismes entiers tels que bacteries, virus ou autres, ou cer- 
5 taines de leurs fractions. 

On a constate qu T avec les phosphates precipites conform§ment 
§. l f invention, il est possible de faire adsorber au gel un ou plu- 
sieurs antigenes differents, ra§me lorsque ce gel a dejsl adsorbe 
precgderament un autre antigene. Ainsi, la presente invention com- 

1Q. prend egalement la preparation de vaccins mixtes par addition d'un 
gel de phosphate de calcium, ayant adsorb^ un certain antiggne, 
3. une solution contenant un ou plusieurs autres antigenes. 

Si l'on applique les regies de precipitation suivant la pre- 
sente invention, une ou plusieurs sortes d 1 antigenes peuveht se 

15. trouver dans le milieu de la precipitation, plus particuliSrement 
dans la solution de phosphate disodique de depart ; on obtient 
alors d'emblee un gel renfermant des antigenes adsorbes* Apres 
separation des eaux mires et lavages, ce gel est capable d T adsor- 
ber encore d'autres antigenes ; il est done possible d'obtenir 

20 des vaccins adsorbes mixtes par des operations successives dont 
la premiere est une adsorption in situ, pendant la precipitation, 
et la seconde une adsorption sur gel dej£ forme. 

L' invention est illustree non limit at ivement par les exemples 
qui suivent. 

25 EXEMPLE 1 

Preparation de vaccins adsorbes antipoliomy§litiques. 
A 50 i d'une solution de phosphate disodique 0,07 M, agitee 
continuellement el l'aide d f un vibreur, on ajoute, en 28 secondes, 
50 i d'une solution de chlorure de calcium 0,07 M ; le pH du me- 

30 lange est ajusti 5. 7,1 avee une solution de soude normale, apres 
l'addition du CaCl 2 * Les- 100 * de gel de phosphate de calcium, 
ainsi obtenu, sont laisses au repos jusqu T £ la decantation de 
85 i de liquide ; le liquide clair, surnageant, est separg par 
siphonnage et remplace par 85 I de solution aqueuse de NaCl & 

35 k g/ju 

Un deuxieme lavage est alors effectue par d§cantation du liquide 
salin et une nouvelle addition de 85 I d'eau al 4 g NaCl/ji, Les 
100 i de suspension obtenue sont sterilises & 120° C, apres quoi 
leur pH est ajuste I 7 ; on laisse reposer, et l*on d£cante en- 
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suite 85 i de liquide surnageant. 

Aux 15 £ de gel, restant au fond du recipient, on ajoute 10.Q d» 
une solution aqueuse de vaccin antipoliomyelitique ;. le melange 
est agite pendant 30 minutes at l'aide d'un vibreur. On laisse alors 
5 reposer les" 115 * de produit jusqu f a la decantation de 100 i de 
surnageant clair ; ce dernier est alors separe, ce qui laisse 15 t 
de suspension de gel de phosphate de calcium ayant adsorbe le 
vaccin antipoliomyelitique. 

•A ce dernier volume, on ajoute une nouvelle portion de 100 l de 
10 solution de vaccin, le m£me que la premiere fois. Apres vibration 
pendant 40 minutes, on effectue une nouvelle decantation de 100 l 
de liquide. 

Aux 15 & de suspension de gel de phosphate charge d'antigenes 
poliomyelitiques, restants apres la decantation, on ajoute une 

15 troisigme portion de 1Q0 x de solution du meme vaccin antipolio- 
mySlitique que precedemment . Aprds une nouvelle vibration de 45 
minutes, on laisse reposer et l f on decante 100 i de liquide sur- 
nageant, ce qui laisse 15 l de suspension de gel. 
Ce dernier provient ainsi de 3 adsorptions successives de vaccin, 

2Q et constitue un produit fortement concentr§ en ce dernier. II est 
^ noter qu'au cours des decant ations sus-indiquees, le liquide 
surnageant gtait toujours inactif, ce qui prouve que le vaccin 
etait completement adsorbe. 

Aux 15 i de suspension, finalement obtenue, on ajoute 85 a, d'une 
25 solution de NaCl a 4 g/jt, renfermant 25 p. p.m. d'hyamine, Le melan- 
ge est a nouveau agite a l'aide d'un vibreur ; on effectue, apres 
repos, une decantation de 85 & de liquide ; aux 15 1 du gel finale- 
ment obtenu on ajoute 85 l d'une solution §. 4 g/ji de NaCl renfer- 
mant 25 ppm d'hyamine. Le vaccin resultant est 3 fois plus concen- 
30 tre que le vaccin initial, et il est exempt des constituants du 
milieu de culture. 

En ce qui concerne la teheur en phosphate de calcium, elle corres- 
pond, dans les 100 1 de produit final, & 0,897 g/Ji de phosphore 
elementaire et 1,5 g/l de calcium. Ainsi, le rapport ponderal 
35 Ca/P est de 1,68 (rapport atomique 1^.292) dans le gel final, alors 
qu'on a utilise, au depart, 1 mole de CaCl 2 pour 1 de P0 lf HNa 2 
c'est-a-dire rapport Ca/P pond€ral 1,29 (atomique : 1) ; en fait, 
tandis que la totalite de Ca a precipite, une partie de l'ion 
phosphorique est reste en solution,' dans le liquide surnageant 
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elimine ; on a trouve notamment .0,31 S de P par litre de liquide 
clair de la premiere decantation. 
' EXEMPLE 2 
Preparation d'un yaccin antirabique, 
5 • Les operations sont celles de l'exemple 1,. mais la solution 
de vaccin antipoliomyelitique est remplacee par une suspension 
virale obtenue par culture sur cerveau de mouton. On prepare d T 
abord par broyage ou tout autre proce'de une suspension homoggne 
du cerveau contenant le virus. Apres la derniSre decantation du 
1Q . liquide surnageant, eelui-ci est remplace par une solution de 
chlorure de sodium a 9 g/A- 

Des preparations similaires sont obtenues par la culture du virus 
au cerveau de souriceau ou par culture cellulaire. 
EXEMPLE 3 

15. Preparation d'un vaccin mixte. 

On prepare d f abord une suspension de phosphate de calcium 
precipite* in situ dans une solution contenant les vaccins antidi- 
phterique et antitetanique. On laisse reposer les 100 * de sus- 
pension, ainsi obtenus, jusqu'3. ce que les 4/5 du liquide soient 

20 decantSs, apres quoi, on enleve le liquide clair surnageant. 
A la suspension du gel rest ante on ajoute 1Q0. S. d'une solution 
de vaccin antipoliomyelitique, et le tout est agite pendant 30 
minutes, i. l'aide d'un yibreur. On laisse ensuite reposer pour 
d§canter, et I'on separe a nouve.au le liquide surnageant.. Ensuite, 

25 on ajoute un nouveau volume de 100 a de solution de vaccin anti- 
poliomyelitique, on agite de nouveau pendant une demi-heure et 
on laisse decanter, de fason ai n'ayoir plus finalement que 20 * 
de produit (cette. operation peut §tre repetSe plusieurs fois) , 
que l'on complete ensuite avec 80 I de solution de NaCl 4 4 g/* 

30 . contenant 25 ppm d ! hyamine. 
EXEMPLE 4 . 

Preparation d'un vaccin mixta. 

On prepare, suivant l'axemple l y 25 I de vaccin antidiphte- 
rique, adsorbe sur du phosphate de calcium, 4 fois concentrg, 
35 25. t de vaccin antitStanique de m§me type et concentration, et 
25 A de vaccin antipoliomyglitique similaire. On milange les 3 
volumes de 25 I et on leur ajoute 25 t de gel de phosphate de 
calcium obtenu comme si l'exemple 1,. On a un vaccin mixta anti- 
diphterique-antititanique-antipoliomy^litique adsorbe sur gel 
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Dans une autre operation sirailaire, lea 25 & de gel.de phosphate 
sont remplaces par 25 & de vaccin anticoquelucheux, adsorbe sur 
phosphate de calcium, 4 fois concentre ; on obtient ainsi un vac- 
5 cin mixte quadruple. 
EXEMPLE 5 

Melange avec un vaccin lyophilise. 

Dans cet'te preparation, on emploie 50 A de suspension de gel 
ayant adsorbe les vaccins antidiphterique et antitetanique, pr£- 
1Q . pares selon un des. exemples precedents, pour dissoudre un vaccin 
lyophilise. Ce dernier est constitue par 50 00.0 doses de vaccin 
antirougedleux attenue, lyophilise. Aprds dissolution du vaccin 
lyophilise, le melange est pr§t a* 1* injection. . 
EXEMPLE 6 

15. Amelioration d'un vaccin antitetanique adsorbe. 

Un vaccin antitetanique est prepare par 1 1 adsorption au 
moyen d'un gel de phosphate de. calcium forme in situ dans les 
conditions de l'exemple 1.. Pour amiliorer sa quality, et eviter 
les reactions d'intolerance auxquelles il dohne souvent lieu, on 

2Q . laisse reposer les 1Q0 i de suspension jusqu'a decantation des 
85? de son volume ; le liquide clair surnageant est alors siphon- 
ne et remplace par une solution aqueuse de chlorure de sodium a 
4 g/l> additionnee d'un antiseptique a; dilution convenable. Cette 
operation est r€p§tee une 2eme fois, et le vaccin ainsi obtenu ne 

25 donne plus aucune reaction secondaire. 
E2EMPLE 7 

Amelioration d'un vaccin anticoquelucheux. 
Les vaccins anticoquelucheux contiennent souvent m§me apr§s 
lavage des germes, des substances nocives. qui s r adsorbent mal et 
30 qui, apres injection dans l'prganisme, peuvent causer des reactions 
secondaires. Ces substances nocives peuvent d f ailleurs §tre sure- 
ties par les germes, pendant le vieillissement du vaccin. Afin 
d Eviter ces inconvenient s, on a lave, de la fagon suivante, le 
gel de phosphate de calcium ayant adsorbe du vaccin anticoquelu- 
35 cheux. 

100 ml de suspension de ce vaccin adsorbe sont laissis en chambre 
froide pendant 48 heures. Tout le liquide clair surnageant est 
separe* et remplace par une solution saline & 9 g NaCl par litre,, 
contenant une dose convenable d r antiseptique. Le liquide surna- 
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geant, §limine, jaun§ltre, contenait les substances nocives ; son 
remplacement par la solution saline a rendu le vaccin beaucoup 
plus sur et inoffensif . 

Dans une autre preparation similaire, on a laisse la suspension 
5 initiale en chambre froide pendant 5 seinaines ; c'est alors seule- 
ment que le traitement, decrit ci-dessus, a ete effectue. De cette 
maniere, le traitement a elimine non seulement les substances 
nocives presentes des le debut, mais egalement celles que les mi- 
crobes adsorbes ont secretees pendant le vieillissement durant 
1Q 5 semaines. 

EXEMPLE 8 

Quatre preparations de vaccin antidiphterique sont effectuSes 
dans les conditions analogues 3. celles de l'exemple 1, la solution 
de vaccin antipoliomyelitique etant remplacSe par celle de 1'ana- 
15 tojcine dipht§rique. On opere, dans chaque cas, sur 1 litre de 

solution de phosphate disodique de concentration 0,07 M H 0,0735 M 
contenant l'anatoxine, et 1 litre de solution de CaCl 2 0,07 M a 
0 a 0735 M. Cette derniere est versee dans la premiere, sous agita- 
tion, pendant un temps different pour chacune des operations A & 



2Q . D. 

A . . 10. secondes 

B io. minutes 

C , , 20 minutes 

D 30 minutes 



25 AprSs la precipitation du phosphate de calcium, le pH de la sus- 
pension aqueuse obtenue est mesure, puis amene a la mgme valeur 
de 6,85 dans les quatre cas, par l f addition de NaOH N. 
Les rSsultats. des determinations de la vitesse de decantation et 
de diverses analyses, effectuSes sur les suspensions A i D, sont 

30 donnes ci-apres. 

Ajustement du pH des suspensions de phosphate de calcium. 

TABLEAU I 

pH en fin de ml NaOH N ne cess aire, 
Preparation precipitation par litre de suspension 

. po.ur. amene r. le pH a 6,85 



A 5>7 14,8 

B 6,5 1,2 

C 6,0 . 7,0 

D 6,05 5>2 



10 
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On volt que la suspension, obtenue par une precipitation ele- 
ment r api de CA),. presente le pH le plus Qas . 
Decantation. 

Apres 1-ajustement du pH, on determine la vitesse de decanta- 
» txon sur 50 ml de chacune des suspensions A a D fraxchement re- 
agxtees. Ces mesures sont effectuees a 2Q°C. dans des gprouvettes 
graduees de_ 50 ml, mesurant 125 d e haut U, 5 m de hauteur par 
*1 de capaoxte). On trouve les hauteurs suivantes de li q uide clair 
decante, apres les temps indiques au tableau II. 

TABLEAU II 

_^nps_ Hauteur's eg mm de liquide. decante. en fonction du temp s 

- 1 1 ~£ ; D 

5 minutes 2 ,5 48 48 • 57 

10 minutes 3j8 8 2 83 ' 
20 minutes 6,3 Q2 » 

J 7 V 5 21,2 100 95 J 

IZheures 85, 0 1Q5 - 1Q5 

11 ressort de ces mesures que la vitesse de sedimentation de la 
2Q suspension suivant 1'invention CA) est oeaucoup plus lente que 

celle des suspensions prepares a la maniere classique (B,C-D) 
c est-a-dire par addition progressive de CaCl 2 a une solution de 
Phosphate disodique. En gros, la decantation de la suspension A 
eat environ 20 fois plus lente que celle des suspensions B, C ou 

25 D, durant les 10 premieres minutes. 

D< autre, essais ont conduit a la .constatation que les gels de 
Phosphate de calcium presentent les qualites ameliorees, suivant 
1 invention, lorsque leurs suspensions aqueuses, sensiblement 
0,035 molaires (environ 1,4 g C a/t et 1,08 g P/*), decantent de 

3 0 la 20 mm, et de preference de 2 a 10 mm, pendant les dix pre- 
mieres minutes a 20°c ; des vaccins particulierement bien adsorbes 
et faciles a injecter sont obtenus avec des suspensions du type A 
ne decantant pas de pl us de 6 mm en 10 minutes. 

Les vitesses de sedimentation du gel A, du tableau II, n'ont 
35 pratiquement pas varie, apres un ou deux lavages de ce gel, par 
decantation, avec une solution de 4 g NaCl par litre d-eau. 
Pouvoir adsorbant, 

Les suspensions de. gels A,B,C,D, ayant adsorb! de 1'anatoxine 
diphterique au cours de leur preparation decrite plus haut, ti- 
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trent chacune 120 .unites de floculation (Uf) par ml. Aprds leur 
sedimentation, on determine I'activite, par la methode de flocu- 
lation de Ramon, sur le liquide decante, ce qui conduit aux resul- 
tats que voici ; 
5 A 0 

B 50 Uf/ml- 

C ......... 5 Uf/ml 

D 7,5 Uf/ml 

II est done visible que les phosphates C et D laissent, dans 
10 . leur milieu aqueux, de I'anatoxine non adsorbee (5 & 50 Uf/ml), 
tandis que le gel suivant I'invention adsorbe. celle-ci integrale- 
ment . 

• D» autre part, le lavage du gel A par decantation avec une solu- 
tion aqueuse a tg NaCl par. litre ne fait apparaxtre de l'anato- 
15 xine dans la solution saline, ni apres un, ni §l la suite de deux 
lavages. 

Teneurs en Ca et P des gels obtenus. 

Des analyses des suspensions A §. D entieres, des liquides. 
dScantes, ainsi que des gels eux-m6mea, but conduit aux resultats 

20 . rassembles au Tableau III ci-apr§s. Dans ce tableau, les teneurs 
en Ca et P sont exprimees en g/litre ; cela veut dire d'une part 
pour la suspension entiSre, agitee, telle qu'obtenue aprgs la 
precipitation et ajustement du pH sl 6,85 ; d l autre part, dans le 
liquide clair, sSpare par decantation du phosphate pr§cipitg ; 

25 et enfin, dans une suspension raraenee £ son volume initial par- 
addition d'eau distillee, a la place du liquide decante. 
Les rapports Ca/P au Tableau III sont pondSraux. 



35 







TABLEAU 


III 










■ A 


' B 


C 


D 


DurSe d f addition de 
CaCl 2 pendant la pre 
cipitation 




1Q sec 


10. mn 


20 mn. 


30 mn 


Rapport Ca/P des 
reactifs utilis§s 




1,32 


1,28 


1,28 


1,34 


Suspension initiale 
enti&re 


Ca 
P 


1,409 
1,070 


1,468 
1,15.0 


1,428 
1,120 


1,438 
1,070 


Liquide decante 


Ca 
P 


0,026 

0,315. 


0,068 

0,117. 


0,040 . 
0,197 


0,046 
0,172 


Gel s Spare de son Ca 
liquide et resus-r* P 
pendu dans l f eau 

Ca/P 


1,383 
0,755 

1,83 


1,.4Q0 
1,033 

1,35 


1,388 
0,923 

1,51 


0,898 
1,55 
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Ces resultats. demontrent que la precipitation tr£s rapide (A) con- 
duit §. un milieu liquide renfermant aaoins de Ca et beaucoup plus 
d'ions phosphoriques que les* liquides. des precipitations classi- 
ques (B,C,D) ; par contre, le ph.osph.ate precipite est bien plus 

.5 riche en calcium ; rapport Ca/P = 1,. 83 centre 1,35 a 1,55.- 

Bien que le phosphate D se rapproche, au point de vue de sa compo- 
sition, de la limite infgrieure (Ca/P =1,55) de*celui de l f in-. 
vention, il en diffdre cependant fortement par ses proprietes 
physico-chimiques : on avu plus, haut que sa decantation en 10 

10 minutes est de 89 mm, soit 23,5 fois celle du gel A, ce qui est du 
a une structure granulaire," prejudicial) le aL I'aidministration pa- 
ranterale. On a vu egalement que le pouyoir d ? adsorption du phos- 
phate D laisse a desirer. 

Lorsque le gel de phosphate A a subi deux lavages avec. du 

15. NaCl a 4 g/£, £ la maniere decrite au debut de l'exemple 1,. et sa 
suspension a ete ramenee au volume initial, on ne trouve plus que 
0,06 g P/litre dans son liquide clair ; la teneur en Ca y est de 
0,03 g/fc. La concentration en ions phosphoriques, ainsi abaissee, 
n'est plus genante, alors que le phosphate precipite a pratique- 

20 ment la m§me composition qu f avant les lavages ; on trouye, en . . 
effet,-un rapport pondiral Ca/P de l,8l centre 1,83 avant lavages. 
Globalement^ Ca/P - 1,8 correspondait aL PO^CaH^CPO^^Ca^, 

Bien que la concentration en phosphate dans les vaccins, 
suivant l'invention, puisse varier dans de larges limites, elle 

25 est pratiquement en general telle qu'il y ait 1 at 2 g de Ca et 
0,56 §. 1,43 g de P par litre. Cependant, et. e'est 1$. un des avan- 
tages de l 1 invention, le vaccin peut etre conserve sous la forme 
d'un concentr§ stable, constitu§ par un gel de phosphate & environ 
5 & 20 g de Ca et, respectivement, ienviron 2,8 £14,3 g de P par 

30 litre. 
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^EVENDTCATIQNS 
Procede perfectionne pour la preparation d ! un vaccin 
adsorbe. sur un gel de ph.osph.ate. de calcium, par la mise en contact 
d'un antigene avec un gel aqueux ohtenu par la reaction entre du 
5 phosphate disodique et du chlorure de calcium, caracterise en ce 
qu'une solution de chlorure de calcium dans I'eau est versee le 
plus rapidement possible, de preference en moins de 3 minutes, 
dans une solution aqueuse de phosphate disodique agitee, et que, 
tout en continuant S agiter, on ajuste le pH du melange, apres la 
1Q . fin de I 1 addition du chlorure de calcium, a une valeur tres voi- 
sine de 7, notamment 6,8 a 7>2, le gel obtenu etant ensuite decan- 
ts et lave. . 

2. - Procede suivant la revendication 1, caracterise en ce 
que chacune des deux solutions raelangees a une teneur en le sel 

15. correspondant de 0,01 M a 0,5 M, et de preference de 0,05 M et 
0,1 M, les volumes respectifs de ces solutions etant tels qu*il y 
ait en presence sensiblement 1 mole de P0^HNa 2 pour 1 mole de 
CaCl 2 . 

3. - Procede suivant la revendication 1 ou 2, caracterise en 
20 . ce que l f addition de chlorure de sodium est effectuee en l f espace 

de 2 *L 30 secondes. 

4. - Procede suivant une des revendications 1 & 3, caract6ris§ 
en ce que les operations ont lieu a une temperature de 5° £ 40°C. 

5*- Procede suivant une des revendications 1 & 4, caracterise 
25 en ce que le melange reactionnel est laisse au repos jusqu f & ce 
que 80 a 90? de son volume total soit separe en une couche sur- 
nageante de liquide clair qui est ensuite evacu§, ces repos et 
evacuation §tant de preference ripetes 2 5. 4 fois. 

6. - Procide suivant la revendication 5 a caracterise en ce 
30 . que le liquide clair, evacug, est remplace par une solution ste- 
rile de NaCl, de preference a 4-9 g par litre. 

7. - Procede suivant une des revendications 1 a 6, caracterise 
en ce qu'un ou plusieurs antigenes, en milieu aqueux, sont d'abord 
adsorbes par melange avec le gel de phosphate de calcium, le gel 

35 resultant est lav§ par depot, separation du liquide surnageant, 

et remplacement de ce dernier par une solution saline, une ou plu- 
sieurs fois, et qu'ensuite un ou plusieurs antigenes d'une autre 
nature, egalement en milieu aqueux, sont adsorbgs par le m§me gel 
renfermant dgj§. le ou les premiers antiggnes, et le gel, ainsi 
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obtenu 4 est lav§. 

8. - Procede* suivant la revendication 7, caracterisi en ce 
que la premiere adsorption a lieu par precipitation du phosphate 
de calcium au sein d'une solution de phosphate disodique contenant 

5 le ou les antigenes. 

9. " Vaccin adsorbe.sur du phosphate, de calcium a l'etat de 
gel aqueux, caracterise en ce que le rapport entre le poids de 
calcium et celui de phosphore, combines dans le phosphate, est 
de 1,55 a 1».90 et de preference 1,62 a 1,85. 

1Q 10..- Yaccin suivant la revendication 9> caracterise en ce 

que sa teneur en Ca est d'environ 1 a 2 g/ 1 et celle de P respec- 

tivement d f environ Q,56 a 1,43 g{ 

11-- Concentre de vaccin suivant la revendication 9 ou 10, 

caracterise en ce qu'il renferme environ 5 i 20. g de Ca et res- 
15 pectivement environ 2,8 a 14,3 g de P par litre. 

1?.- Gel aqueux de phosphate de. calcium pour 1 ! adsorption 

d' antigenes, caracterise en ce que le calcium et le phosphore y 

contenus sont combines dans les rapports ponderaux Ca/P de 1,55 

a 1,90 et plus particulierement de 1,62 aL 1,85. 
2Q 13 % - Gel suivant la revendication 12, caracterise en ce qu'il 

renferme 5 4 20 g de Ca pour 2,8 a 14,3 g de P par litre. 

14." Vaccin adsorb^, suivant la revendication 10, caracterise* 

en ce que la hauteur de son liquide qui decante en 10 minutes est 

de 1 a 20 ram a 2Q°C, et de preference de 2 a 1.0 mm. 
25 15.- Gel suivant la revendication 12, caracterise* en ce que 

la hauteur de son liquide qui dgcante en 10 minutes, a 20°C, 

est de 1 a 20 mm. 



